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Si n c e i t s e me r g e n c e i n t h e l a t e 1 9 9 0 s , t h i s h i g h l y c o n t ag i o u s a n d d r e a d f u l d i s e a s e h a s c a u s e d s e v e r e e c on o mi c l o s s e s i n b o t h c o mmo n a n d k o i c a r p c u l t u r e i n d u s t r i e s wo r l d wi d e 8 , 9 ) a n d k o i h e r p e s v i r u s d i s e a s e wa s l i s t e d b y t h e OI E a s a r e p o r t a b l e d i s e a s e i n 2 0 0 6 1 0 ) .
Ot h e r s p e c i e s , s u c h a s g o l d f i s h Ca r a s s i u s a y r a t u s
4 , 1 1 ) , c r u c i a n c a r 1 2 , 1 3 ) , c a n b e s u s c e p t i b l e t o i n f e c t i o n a n d a c t a s c a r r i e r s 1 4 ) . Re c e n t l y Go me z e t a l . ( 2 0 1 1 ) 1 5 ) d e t e c t e d KHV g e n e b y PCR f r o m k o i b r o o d s t o c k s r e a r e d i n K o r e a i n 2 0 0 9 . T h i s r e p o r t f i r s t c o n f i r me d t h e p r e s e n c e o f KHV i n Ko r e a . Ho we v e r , i t i s n o t c l e a r wh e n a n d h o w t h i s v i r u s h a s b e e n i n t r o d u c e d t o K o r e a n p e n i n s u l a . I n t h e s u mme r o f 1 9 9 8 , a ma s s mo r t a l i t y o c c u r r e d a mo n g c u l t u r e d c a r p i n K o r e a . Se v e r a l t e s t s f o r p a r a s i t e s a n d b a c t e r i a we r e c o n d u c t e d , b u t a p p a r e n t c a u s a t i v e a g e n t wa s n o t f o u n d . I n s t e a d , e l e c t r o n mi c r o s c o p i c o b s e r v a t i o n r e v e a l e d t h e p r e s e n c e o f h e r p e s v i r u s -l i k e v i r u s 1 6 ) . Ho we v e r , i t h a s n o t b e e n c l e a r l y d e t e r mi n e d wh e t h e r t h e c a u s a t i v e a g e n t wa s KHV o r n o t . I n t h i s s t u d y , we e x a mi n e d t h e t i s s u e s o f mo r i b u n d c a r p c o l l e c t e d i n 1 9 9 8 f o r KHV g e n e b y u s i n g i n s i t u h y b r i d i z a t i o n ( I SH) a n a l y s i s a n d d e t e c t e d p o s i t i v e s i g n a l f r o m t h e m.
p C. a y r a t u s , g r a s s c a r p Ct e n o p h a r y n g o d o n i de l l a o r t e n c h T i n c a t i n c a

Ma t e r i a l s a n d Me t h o d s
T i s s u e s p e c i me n s
Vi s c e r a s a mp l e s o f mo r i b u n d c o mmo n c a r p d u r i n g t h e s u mme r ( J u l y a n d Au g u s t ) o f 1 9 9 8 we r e f i x e d i n 1 0 % n e u t r a l b u f f e r e d f o r ma l i n . S a mp l e s f r o m n i n e f i s h f a r ms a t f o u r d i f f e r e n t r e g i o n s , An -d o n g l a k e , Go -r y e u n g r e s e r v o i r , J a n g -a n r e s e r v o i r a n d Y a n g -s a n r e s e r v o i r we r e u s e d f o r t h e p r e s e n t s t u d y ( F i g . 1 ) . Vi s c e r a s a mp l e s f r o m h e a l t h y c o mmo n c a r p we r e u s e d a s n e g a t i v e c o n t r o l s . Af t e r a n i n i t i a l d e n a t u r a t i o n f o r 5 mi n a t 9 4°C, PCR wa s c a r r i e d o u t f o r 3 5 c y c l e s . Ea c h c y c l e c o n s i s t e d o f 1 mi n o f d e n a t u r a t i o n a t 9 5°C f o l l o we d b y 1 mi n o f a n n e a li n g a t 5 5°C a n d 1 mi n o f e l o n g a t i o n a t 7 2°C. F u r t h e r e l o n g a t i o n wa s c a r r i e d o u t f o r 1 0 mi n a t 7 2°C.
Di v i s i o n o f P a t h o l o g y , Na t i o n a l F i s h e r i e s Re s e a r c h a n d De v e l o p me n t I n s t i t u t e , Bu s a n 6 1 9 -7 0 5 , So u t h K o r e a g l a s s ( Si g ma ) , d r i e d o n a 5 0°C h o t p l a t e , a n d t h e n u s e d i n t h e e x p e r i me n t i mme d i a t e l y o r a f t e r b e i n g s t o r e d i n t h e r e f r i g e r a t o r .
P r e p a r a t i o n o f p r o b e s Di g o x i g e n i n ( DI G) -l a b e l e d p r o b e s f o r i n s i t u h y b r i d iz a t i o n ( I SH
) we r e p r
I n s i t u h y b r i d i z a t i o n T h e t i s s u e s e c t i o n s we r e d e p a r a f f i n i z e d b y i n c u b at i o n i n x y l e n e ( 5 mi n ) a n d r e h y d r a t e d b y a s e r i e s o f a l c o -
h o l wa s h i n g . Sl i d e s we r e t h e n a i r -d r i e d f o r 5 mi n , i n c ub a t e d wi t h 1 0 m g / mL p r o t e i n a s e K i n T r i s b u f f e r ( T B, 0 . 1 M, p H 8 . 0 ) a t 3 7°C f o r 3 0 mi n , a n d t h e n wa s h e d i n T B f o r 3 mi n . T h e s l i d e s we r e f u r t h e r d e h y d r a t e d i n 9 5 % e t h a n o l f o r 1 mi n , f o l l o we d b y 1 0 0 % e t h a n o l f o r 1 mi n , a n d t h e n a i r -d r i e d f o r 5 mi n . A h y b r i d i z a t i o n mi x t u r e wa s p r e p a r e d b y a d d i n g 1 p a r t h y b r i d i z a t i o n b u f f e r ( 5 0 % f o r ma mi d e , 1 0 % d e x t r a n s u l p h a t e , 4 x SSC, 2 5 0 m g / mL y e a s t t RNA, 1 x De n h a r t ' s s o l u t i o n ) t o 1 p a r t p r o b e , wi t h a f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f a t l e a s t 5 0 n g / m L o f p r o b e . T h e t a r g e t v i r u s DNA wa s d e n a t u r e d b y i n c ub a t i n g t h e s l i d e s a t 9 5°C f o r 5 mi n . 
t i o n s we r e t h e n b l o c k e d i n t h e b l o c k i n g b u f f e r f o r 3 0 mi n p r i o r t o a n t i b o d y b i n d i n g . Sp e c i f i c p r o b e b i n d i n g wi t h i n t h e t i s s u e s e c t i o n s wa s v i s u a l i z e d u s i n g a n a n t i -d i g o x i g e n i n a n t i b o d y c o n j u g a t e d wi t h a l k al i n e p h o s p h a t a s e ( Ro c h e ) . T h e c o n j u g a t e d a n t i b o d y wa s d i l u t e d 1 i n 5 0 wi t h b l o c k i n g b u f f e r a n d wa s i n c ub a t e d wi t h t h e s e c t i o n s f o r 1 h . Th e s l i d e s we r e wa s h e d t h r e e t i me s wi t h wa s h i n g b u f f e r o v e r a p e r i o d o f 3 0 mi n a n d s u b s e q u e n t l y i n c u b a t e d wi t h t h e d e t e c t i o n b u f f e r ( DI G Wa s h a n d Bl o c k Bu f f e r Se t , Ro c h e ) f o r 2 mi n b e f o r e t h e s u b s t r a t e wa s a d d e d . BCI P/ NBT s u bs t r a t e wa s t r e a t e d a s r e c o mme n d e d b y t h e ma n u f a ct u r e r ( Ro c h e ) a n d e x c e s s s u b s t r a t e wa s r e mo v e d b y t h r e e wa
Re s u l t s a n d Di s c u s s i o n
Du r i n g t h e e p i z o o t i c s i n 1 9 9 8 , t h e mo r i b u n d f i s h s h o we d d a r k n e s s i n c o l o r , e r o s i o n o f g i l l a n d s e c r e t i o n o f e x c e s s i v e mu c u s wi t h s e v e r e n e c r o s i s i n v a r i o u s t i ss u e s i n c l u d i n g k i d n e y , s p l e e n , h e a r t , l i v e r , p a n c r e a s , a n d g i l l s . T h e mo s t -r e l i a b l e me t h o d f o r c o n f i r ma t o r y i d e n t i f i c a t i o n o f KHV i s PCR, f o l l o we d b y s e q u e n c e a n a l y s i s o f t h e PCR p r o d u c t 1 9 ) . Ho we v e r , t h e r e we r e n o a v a i l a b l e s t o r e d t i s s u e s a n d DNA s a mp l e s c o l l e c t e d i n 1 9 9 8 a n d t h u s we c o u l d n o t u s e PCR me t h o d . I n s t e a d p a r a f f i n -e mb e d d e d s a mp l e s we r e a v a i l a b l e a n d we c o n d u c t e d t h e I SH u s i n g KHV g e n e s f r a g me n t
o n g , J a n g -a n , a n d Y a n g -s a n ) i n 1
c t KHV g e n e b y I SH a n a l y s i s . Re p r e s e n t a t i v e I SH r e s u l t s f r o m e a c h t i s s u e s a mp l e we r e s h o wn i n F i g . 2 . KHV DNA wa s n o t d e t e c t e d f r o m s a mp l e s c o l l e c t e d f r o m h e a l t h y f i s h ( d a t a n o t s h o wn ) . I n a d d i t i o n , I SH p o s i t i v e r e s p o n s e wa s n o t d e t e c t e d f r o m a l l s a mp l e s b y a n e g at i v e c o n t r o l RBI V-s p e c i f i c p r o b e ( d a t a n o t s h o wn )
. Ev e n t h o u g h t h e r e wa s s l i g h t d i f f e r e n c e i n t h e s t r e n g t h o f I SH r e s p o n s e , KHV DNA wa s d e t e c t e d b y I SH f r o m a l l s a mp l e s e x c e p t t h o s e c o l l e c t e d f r o m YY f i s h f a r m a t Y a n g -s a n r e g i o n ( T a b l e 1 a n d F i g . 2 A) . St r o n g I SHp o s i t i v e r e s p o n s e s we r e d e t e c t e d wi t h i n t h e s e c o n d a r y g i l l l a me l l a e e p i t h e l i a l c e l l s a n d mu c u s c e l l s o f b a s a l a r e a ( F i g . 2 G) . KHV DNA wa s d e t e c t e d f r o m mu c u s c e l l s a n d g o b l e t c e l l s i n t h e i n t e s t i n a l e p i t h e l i u m. I SHp o s i t i v e c e l l s we r e a l s o f o u n d i n t h e c o n n e c t i v e t i s s u e o f i n t e s t i n e a n d t h e s e c e l l s s e e me d t o b e l e u k o c y t e s l i k e ma c r o p h a g e s ( F i g . 2 H) . I n t h e k i d n e y a n d s p l e e n , e v e n t h o u g h I SH-p o s i t i v e c e l l s we r e e v e n l y d i s t r i b u t e d t h r o u g h t h e t i s s u e s , ma n y o f t h e m we r e f o u n d i n me l a n o -ma c r o p h a g e c e n t e r , k n o wn a s ma c r o p h a g e Go -r y e u n g + 2 DE + 1 DU + 3 HS1 J a n g -a n + 3 HS2 -2 YY Y a n g -s a n + 2 E F i g . 2 . De t e c t i o n o f KHV i n v a r i o u s o r g a n s o f d i s e a s e d c o mmo n c a r p i n 1 9 9 8 b y I SH. ( A) Ki d n e y a t YY f i s h f a r m i n Ya n g -s a n s h o wi n g I SH-n e g a t i v e . ( B) Ki d n e y a n d ( C) s p l e e n wi t h ma n y I SH-p o s i t i v e c e l l s i n me l a n o -ma c r o p h a g e c e n t e r ( An -d o n g , F a r m A) .
( D) Ma n y I SH-p o s i t i v e c e l l s i n t h y mu s a d j u s t t o g i l l a r c h ( Go -r y e u n g , F a r m C) . ( E) He a r t ( c a r d i a c mu s c l e s ) wi t h a f e w o f I SHp o s i t i v e c e l l s ( Go -r y e u n g , F a r m DU) . ( F ) L i v e r wi t h I SH-p o s i t i v e c e l l s a r o u n d p a n c r e a t i c t i s s u e a n d v e i n s ( J a n g -a n , F a r m HS1 ) . ( G) Gi l l a n d ( H) i n t e s t i n e wi t h ma n y I SH-p o s i t i v e c e l l s i n mu c o s a l e p i t h e l i a l t i s s u e ( An -d o n g , F a r m A) . C, c a r t i l a g e ; L , l a mi n a p r o p r i a ; M, mu s c l e l a y e r , G, g i l l ; T , t h y mu s . Ar r o ws i n d i c a t e I SH-p o s i t i v e c e l l s .
s u p p o r t s t h i s i d e a . T h u s r e g u l a r mo n i t o r i n g f o r KHV a n d a n t i b o d y t o KHV a mo n g c u l t u r e d c a r p s e e ms t o b e g r e a t i mp o r t a n t t o c o n t r o l f u r t h e r s p r e a d i n g o f KHV t o f i s h e r i e s .
Ac k n o wl e d g e me n t s
We wo u l d l i k e t o t h a n k Dr . RM. L e De u f f ( CEF AS, We y mo u t h l a b o r a t o r y , UK) wh o p r o v i d e d t h e p o s i t i v e s e n s e o f KHV g e n e f r a g me n t s u s e d i n t h i s s t u d y a n d t h i s s t u d y wa s s u p p o r t e d b y Na t i o n a l Fi s h e r i e s Re s e a r c h a n d De v e l o p me n t I n s t i t u t e ( RP-2 0 1 1 -A Q-0 5 2 ) .
Re f e r e n c e s
